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1. 緒 言 
日本の輸血治療は世界最高レベルにあるが、血
液の短い保存期間(21日間)、大規模災害時に予想
される大量需要などへの懸念から、人工酸素運搬
体に対する期待が高まっている。欧米を中心に酸
素輸送ヘム蛋白質であるヘモグロビン(Hb、
Mw:64,500)を化学修飾したHb製剤が開発されて
きたが、血圧亢進などの副作用があり、未だ実用
化には至っていない。一方、ヒト血清アルブミン
(HSA、Mw:66,500)は血漿蛋白質の約 60%を占め
る単純蛋白質であり、分子表面が負に強く帯電し
ているため、血中滞留時間が長い。本研究では、
生体内で酸素輸送のできる新しい人工酸素運搬
体として、Hb に HSA を共有結合した(ヘモグロ
ビン－アルブミン)クラスター(HbX-HSAm) (Fig. 
1)を合成し、その構造、物性、酸素結合能を明ら
かにするとともに、HSAユニットに電子伝達能を
付与することを目的とした。 
 
2. 結果と考察 
2.1 クラスターの合成 
高純度CO化HbのPBS溶液([Hb]=0.1 mM)に、
20 倍モル量の架橋剤 α-succinimidyl-ε-maleimide 
(Fig. 1、X:1または 2)を添加し、30分攪拌後、ゲ
ル濾過クロマトグラフィーにより未反応の架橋
剤を除去した。得られた HbXを HSA の PBS 溶液
([HSA]=0.5 mM) に 滴 下 し ([HSA]/[Hb]=10 
(mol/mol))、室温・遮光下で 5 時間反応させた。
HSAは分子内に還元型Cysを 1つ(Cys-34)しか持
たないため、得られる分子は必ず Hb を核とした
コア-シェル型構造となる。反応混合物の SEC 曲
線には、HSA よりも高分子量側に 4つのピークが
出現しており(Fig. 2A)、Native-PAGEにも新たに
4つのバンドが現れたことから(Fig. 2B)、HSA 結
合数の異なる多量体の形成が確認された。主要成
分である II、III の HSA/Hb 比は 1.8、2.8 となり、
それぞれ Hb に HSA が 2、 3 個結合した 
HbX-HSAmクラスター (m=2、3)であることが分
かった。 
 
2.2 クラスターの構造解析 
Hb1-HSA3の PBS 溶液中における AFM 観察で
は、Hb のみ(Fig. 3A)とは明らかに異なる三角形
構造が見られ(Fig. 3B)、Hb をコアとしてその周
囲に HSA が 3 分子結合している形状が確認され
た。その高さは約 6 nm であり、クラスターを基
板上に寝かせた時に推定される高さと一致した。
さらに、TEM像からクラスターの三次元構造を再
構成し、Hbの結合 Lys残基を特定した（Variant 1 
[α1(90)、α2(16)、β1(82)]、Variant 2 [α1(68)、
α2(16)、β1(81)])。  
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Fig. 1 Synthesis and structure of HbX-HSAm cluster. 
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Fig. 2 (A) SEC curve profiles and (B) Native-PAGE of the 
reaction mixture and purified Hb1-HSAm. 
(kDa)
669
440
232
140
67
M
ar
ke
r I II III IV
: Mixture
: ll
: lll
10 16
Time (min)
12 14 18 20
HSA
l
ll
lll
lV
(A) (B)
また、HbX-HSA2とHbX-HSA3の等電点(pI=5.1、
5.2)は、HSA の値 (pI=4.8)と同等であった。Hb
に比べ負の表面電荷を有するクラスターは、血中
滞留時間の長い製剤として期待できる。 
 
2.3 クラスターの酸素結合能 
酸素親和性 (P50)、Hill 係数 (n)は Hemox 
Analyzerを用いて決定した。クラスターの P50は 8
～11 Torrであり(Table 1)、Hbの値(23 Torr)に比
べ低下したが、これは Hb の Cys-93 や N 末端が
架橋剤によって一部修飾されたためと推察され
る。架橋剤の種類、HSAの結合数によらず一定で
あることもわかった。一般に、修飾 Hb の自動酸
化速度(kox)は Hb に比べ高い。興味深いことに
Hb2-HSAmの kox (0.029 h
-1)は Hbと同等であり、
安定な酸素錯体が得られた(Table 1)。 
 
2.4 HSAユニットへの電子伝達能の付与 
Hb2-HSA3のHSA部位に電子メディエーターと
してのフラビン誘導体(Fig. 4A)を結合させた。疎
水性の LFが強く結合し、その結合定数 K (6.3×
10
5
 M
-1)は水溶性の FMN (3.0×104 M-1)に比べ 21
倍高かった。得られた Hb2-(HSA-LF)3に NADH
を添加すると、直ちにフラビンを介した電子移動
が起こり、中心 Hbが還元された(Fig. 4B)。オキ
シ Hb生成の初速度（vo）は NADH濃度に依存し、
LF 系の kcat/Kmは、FMN 系に比べ 5 倍高かった
(Table 2)。得られた酸素錯体は 37℃において 12
時間酸化されることはなかった。 
3. 結 言 
Hbに複数個のHSAを共有結合したHbX-HSAm
クラスターを合成した。AFM、TEM 観察からク
ラスターの構造を解明、等電点(pI=5.1~5.2)は
HSA と同等であった。HbX-HSAm の酸素親和性
は Hb に比べ高く、酸素錯体の安定性は Hb と同
等であった。HSA 部位に電子伝達能を持たせるこ
とにより、NADHによる中心Hbの還元に成功した。 
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Fig. 3 AFM images of (A) Hb and (B) Hb1-HSA3 cluster on 
mica surface in PBS (pH 7.4). 
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Table 1 O2-binding parameter of HbX-HSAm clusters in PBS 
(pH 7.4) at 37℃. 
 P50 (Torr) n kox (h
-1) 
Hb1-HSA2 11 1.1 
0.056 
Hb1-HSA3 11 1.1 
Hb2-HSA2 8 1.5 
0.029 
Hb2-HSA3 9 1.5 
Hb 23 2.6 0.029 
Hb A 15 2.5 0.026a) 
RBC 28 2.8  
a) A. I. Alayash et. al., Biochemistry, 2002, 41, 7407. 
 
 
Fig. 4 (A) Structures of FMN and LF. (B) Reduction of Hb 
versus initial concentration of NADH in PBS (pH 7.4) at 25℃. 
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Table 2 Enzyme parameters of reduction of Hb by NADH in 
PBS (pH 7.4) at 25℃. 
 kcat (min
-1) Km (mM) kcat/Km (M
-1min-1) 
Hb2-HSA3  N.D. N.D. N.D. 
Hb2-(HSA-FMN)3 0.92 187 4.9 
Hb2-(HSA-LF)3 0.92 38 24.4 
 
